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E+FMNH; E-FMNH2， K.= 1X10-7M 
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X， 込 E+ FMN. ko=O.25秒-，
論文の審査結果の要旨
生物発光は酵素ルシブエラーゼの作用による化学エネルギーの光エネルギーへの変換によっておこ
る。細菌ルシフエラーゼの反応は
FMNH2十02+RCHO(アルデヒド)→ hν+FMN+RCOOHであらわされる。この反応の機構を
明かにするためには、 FMNH2の酸化およびエミッターとしての働きを分光学的に研究することが重
要である。しかしこれまでの酵素標品はそれ自体作用不明の蛍光作質をふくみ、くわしい解析が不可
能であった。
そこで吉田君は酵素標品におけるこの難点を解決し迅速反応測定法により発光反応に必須の中間体
を発見し、そのいくつかの性質を明かにした。論文は次の三つから成る。
(1) ルシフエラーゼの調製:大量培養した菌体からルシブエラーゼを単一成分として精製した。次
にグアニジンによる可逆的変性を用い酵素蛋白質に結合したフラビン誘導体を除去し、可視部に吸収、
蛍光がなく活性不変のストリップ・ルシフエラーゼを調製することに成功した。
(2) 反応機構:ルシブエラーゼ-FMNH2複合体にフロー法を用いてO2を反応させたところ435nm
附近に吸収極大をもっ新しい分子種X，が一過的に生成されることを見出した。 X，はRCHO添加により
発光するが、発光極大強度は添加時間の遅れと共に減衰する O その経過はRCHOなしで、のX，→FMN
の時間経過と一致したので、 X，が発光反応、の必須中間体であることが示された。またX，の蛍光スペク
トル、発光反応に対する酸化剤、 RCOOHの影響をしらべ、 X，におけるエミッターとしてのFMNの
存在状態について推論した。
(3) グアニジン処理により分離される新種フラビンの物理化学的性質を明かにした。
以上のように吉田君のこの研究は、ルシフエラーゼの精製に成功し、その発光機構、特に必須中間
体の存在と性質を明かにしたものであり、生物発光反応の機構を解明するための最も基本的で重要な
貢献であると考えられる。従ってこの論文は理学博士の学位論文として十分価値あるものと認める。
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